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論文内容の要旨
(目的)
ホメオボックス遺伝子は、ショウジョウパエから哨乳類まで幅広い生物種で保存され、発生初期に頭部や四肢とい
った各構造の違いの形成を制御するのみならず、細胞の分化や再生にも関与すると考えられている。ホメオボックス
遺伝子の一つで、ある Msx2 の欠損マウスでは、骨芽細胞数の減少に伴い骨形成の低下および頭蓋骨の骨欠損を呈する。
またヒトにおいても Msx2 遺伝子の変異により、頭蓋骨の癒合不全や実質欠損などが生じる。したがって、 Msx2 は
未分化間葉系細胞から骨芽細胞分化過程において何らかの役割を演じている可能性が推測される。そこで、本研究で
は未分化間葉系細胞が骨芽細胞あるいは脂肪細胞に分化する過程における Msx2 の役割と、その作用メカニズムにつ
いて検討を行った。
(実験方法〉
1. アデノウイルス発現系による Msx2、 C/EBP ß 、 C/EBP {)および PPARγ の過剰発現
アデノウイルスベクターに Myc 標識した Msx2、 C/EBP ß 、 C/EBP {)あるいは PPARγ の cDNA を組み込ん
だ後、アデノウイルスパッケージング細胞 293 に感染させ、 293 細胞内で相同組み換えにより得られたアデノウ
イルスを回収した。アデノウイルス陽性クローンは抗 Myc 抗体、抗 C/EBP ß 抗体、抗 C/EBP {)抗体あるいは抗
PPARγ 抗体を用いたウエスタンプロッティング法により選別した。アデノウイルスの C3HI0T1I2 細胞への感
染は、 300M.O.Iにて行った。
2. 未分化問葉系細胞の骨芽細胞分化の検討
初期の骨芽細胞分化は、 BMP2 処理により骨芽細胞へと分化誘導される未分化間葉系細胞株 C3HI0T1I2 を、
後期の分化は 3 日齢マウス頭蓋骨由来初代培養骨芽細胞を用いて実験を行った。骨芽細胞への初期の分化はアル
カリフォスファターゼ (ALP) 活性、後期の分化はアリザリンレッド染色を指標に評価した。
また、骨芽細胞分化過程における Msx2 と Runx2 の相互関係を検討するために、 Runx2 遺伝子欠損マウス頭
蓋由来の未分化間葉系細胞 (Runx2(ー/・)細胞)を用いて実験を行った。
3. 未分化問葉系細胞の脂肪細胞分化への検討
BMP2 処置により脂肪細胞へと分化誘導される未分化間葉系細胞株 C3HI0T1I2 を用いて実験を行った。脂肪
??
細胞への分化はオイルレッド O 染色を指標に評価した。
4. C/EBP ß 、 C/EBP (jおよび PPARγ の転写制御に対する検討
C/EBP ß および C/EBP (jの転写活性能に対する検討は、 PPARγ プロモーター遺伝子を融合させたルシフエラ
ーゼレポーターコンストラクトを、 PPARγ の転写活性能は PPARγ 結合配列 (PPRE) を有するルシフエラー
ゼレポーターコンストラクトを用いた。 M阻止 C/EBP ß 、 C/EBP (jおよび PPARγ の発現ベクターとともにル
シフエラーゼレポーターコンストラクトを C3H10T1/2 細胞に共発現させ、 トランスフェクション 2 日後に、ル
ミノメーターを用いルシフエラーゼ活性を測定した。
〈結果)
1. 骨芽細胞分化に対する Msx2 の役割
① 骨芽細胞分化過程における Msx2 の発現
C3H10T1I2 細胞に BMP2 を作用させると、骨芽細胞への分化誘導に並行して Msx2 の発現が誘導された。
② 骨芽細胞分化に対する Msx2 の効果
アデノウイルスを用いて、 C3H10T1I2 細胞に Msx2 を過剰発現させると、 ALP 活性陽性骨芽細胞の分化が
誘導された。 Msx2 による骨芽細胞分化誘導作用は、前骨芽細胞株 MC3T3-E1、未分化間葉系細胞株 C2C12
においても確認された。さらにマウス初代培養骨芽細胞に Msx2 を過剰発現させると、アリザリンレッド染色
陽性の石灰化した骨芽細胞への分化が誘導された
③ 骨芽細胞分化過程における Msx2 と Runx2 の相互関係
Runx2(・/・)細胞に BMP2 を添加すると、 Msx2 の発現が誘導された。さらに、アデノウイルスを用いて
Runx2(・/・)細胞に Msx2 を過剰発現させると、 ALP 活性陽性骨芽細胞様細胞への分化が誘導された。
2. 脂肪細胞分化に対する Msx2 の役割
アデノウイルスシステムを用いて、 C/EBP ß 、 C/EBP (j、あるいは PPARγ を C3H10T1I2 細胞に過剰発現さ
せると、オイルレッド O 染色陽性脂肪細胞への分化誘導された。 Msx2 の過剰発現は、これらの効果を抑制した。
さらに Msx2 の過剰発現は、 C/EBP ß 、 8 及び PPARγ の転写活性を抑制した
〈結論・考察)
本研究結果により、ホメオボックス遺伝子 Msx2 は骨芽細胞分化の初期および後期において促進的な役割を担
い、またその発現および骨芽細胞分化誘導能は、骨芽細胞分化に必須とされる Runx2 には依存しないことが明
らかとなった。一方、 Msx2 は脂肪細胞分化において重要な役割を担う転写因子 C/EBPß 、 6 、および PPARγ
の転写機能を阻害することにより脂肪細胞分化を抑制することが明らかとなった。以上の研究結果より、 Msx2
は未分化間葉系細胞の分化方向の制御において重要な役割を担っていることが示唆された。以上の知見は、骨量
低下と脂肪細胞の増加を来たす骨粗軽症などの代謝性骨疾患の治療において、重要な指針を与えると期待される。
論文審査の結果の要旨
本研究は、骨形成の分子メカニズムを明らかにする目的で、未分化間葉系細胞の骨芽細胞および脂肪細胞への分化
に対するホメオボックス遺伝子 Msx2 の作用を検討したものである。
その結果、 Msx2 は未分化問葉系細胞の骨芽細胞分化を促進し、その効果は骨形成に必須とされている転写因子
Runx2 の存在を必要としないこと、一方、脂肪細胞分化において重要な役割を演じる転写因子 C/EBP ß 、 C/EBP (j 
および PPARγ を阻害することにより、未分化間葉系細胞の脂肪細胞分化を抑制することが明らかとなった。
以上の結果は、未分化問葉系細胞の分化方向の決定にホメオボックス遺伝子 Msx2 が密接に関与していることを示
唆し、骨形成の分子メカ三ズムに関する新たな知見を提供するものである。よって、博士(歯学)を授与するに値す
ると言語lめる。
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